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COD 50063 20 x 12 tests | COD 50064 10 x 12 tests

Only for in vitro use in the clinical laboratory A&'igsr!\logtﬁlsm

INTENDED USE

Reagents for the qualitative determination of anti-nDNA antibodies in human serum by indirect
immunofluorescence.

PRINCIPLE OF THE METHOD

Serum anti-nDNA antibodies bind to the corresponding antigen present in Crithidia luciliae. The resulting
antigen-antibody complexes are detected by means of a fluorescein labeled anti-human immunoglobulin, and
visualized with the aid of a fluorescence microscope’.

CONTENTS
COD 50063 COD 50064
Slides 10 X 6 tests 10x 12 tests
PBS (10%) 1x100mL .
nDNA Posiive Control Txtml -
Negative Control 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Coverslips 1x12 -
COMPOSITION
SLIDE Crithidia luciliae fixed on each well.
PBS Sodium phosphate 112.5 mmol/L, potassium phosphate 30 mmol/L, sodium chloride 1.15

mol/L, sodium azide 0.95 g/L, pH 7.2.
CONTROL+ Human serum containing anti-native DNA antibodies (nNDNA), sodium azide 0.95 g/L.
CONTROL - Human serum, sodium azide 0.95 g/L.
CONJUGATE Goat anti-human IgG conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC), Evans blue 0.01 g/L,
sodium azide 0.95 g/L.
MOUNT Mowiol 1%, Glicerol 87%, Tris 20 mmol/L, sodium azide 0.95 g/L.
Human sera used in the preparation of the positive and negative controls have been tested and found to be
negative for the presence of antibodies anti-HIV and anti-HCV, as well as for HBs antigen. However, the
controls should be handled cautiously as potentially infectious.

STORAGE
Store at 2-8°C.

Reagents are stable until the expiry date shown on the label when stored tightly closed and if contamination is
prevented during their use.



Indications of deterioration:
— Liquid components: Presence of particulate material, turbidity.

— Slides: rips in the sealing bag, macroscopic defects on the cell culture like scratches or monolayer peeling
off.

AUXILIARY REAGENTS

PBS PBS (10x)

CONJUGATE IgG FITC/Evans

MOUNT Mounting Medium

CONTROL + nDNA Positive Control: Human serum containing anti-native DNA antibodies (nDNA), sodium

azide 0.95 g/L.
CONTROL - Negative Control.
REAGENT PREPARATION

PBS: Dilute PBS 1/10 with distilled water. Stable 1 month at 2-8°C, if stored at the recommended temperature,
well closed and care is taken to prevent contamination during its use.

All other reagents are provided ready to use.

ADDITIONAL EQUIPMENT

— Moist chamber

—  Wash tray

— Fluorescence microscope equipped with a 495 nm excitation filter and a 525 nm emission filter for FITC
visualization

SAMPLES

Serum or plasma collected by standard procedures. Stable 7 days at 2-8°C.

Dilute samples 1/10 in PBS (see Reagent Preparation) before the assay.

For titration of positive samples, make two-fold serial dilutions starting from 1/20 in PBS.

However, each laboratory should establish its own sample dilution based on the population characteristics.

PROCEDURE

1. Bring the reagents and samples to room temperature.

2. Place 1 drop (50 pL) of the diluted sample or Control on each slide well, making sure that it is completely
covered (Note 1).

. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature (15-30°C) into a moist chamber.
. Drain sample drops off by gently tapping the inclined slide. Avoid cross-contamination of the sera.
. Rinse gently the slide with PBS (see Reagent Preparation) (Note 2).

o o & W

. Wash thoroughly the slide by immersing in a washing tray filled with PBS for 5 minutes. Change PBS and
repeat wash.

7. Carefully dry off the slides by using the blotting paper provided. Keep the substrate moist along the
procedure.

8. Place 1 drop of Conjugate on each well. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature (15-30°C)
into a moist chamber.

9. Wash (step 6) and dry (step 7).

. Place several drops of Mounting Medium on the slide and cover with a coverslip avoiding the formation of
air bubbles.
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READING

Examine the slide using the fluorescence microscope (250-400x). For best results, the slides should be read
immediately. Select reading fields in the area indicated in the picture, between the center area and the edge
area, with uniform spacing between cells. Fluorescent intensity in the center end edge areas is not
representative of the slide preparation.

well selected field

Crithidia luciliae is a hemoflagellate with a modified mitochondrion called kinetoplast containing double
stranded DNA (nDNA), not associated to histones, which apparently lacks any other nuclear antigen.
The kinetoplast is a rounded organelle smaller than the nucleus and located between this and the basal
body 234,

Observation of specific fluorescent staining of the kinetoplasts at the recommended dilution should be
considered as a positive result. Nuclei, basal body or flagellum might give fluorescent staining but only
kinetoplast fluorescence must be scored.

Positive sera may be titered. The serum titer is defined as the highest dilution showing a positive result.

QUALITY CONTROL

Positive Control (CONTROL +) and Negative Control (CONTROL -) provided with kits cod 50063 should be
tested together with the patients samples, in order to verify the assay performance.

Positive Control (CONTROL +) should give the above described specific staining.

Negative Control (CONTROL -) should not give any specific staining.

Each laboratory should establish its own internal Quality Control scheme and procedures for corrective action
if controls do not recover within the acceptable tolerances.

ASSAY CHARACTERISTICS

The IgG FITC/Evans conjugate is calibrated versus the International Standard of the WHO for sheep anti-
human immunoglobulins conjugated with FITC.

DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS

The Crithidia luciliae immunofluorescence test for anti-nDNA antibodies has a high diagnostic specificity, but a
fairly high diagnostic sensitivity for Systemic Lupus Erythematosus (SLE). They are the most frequently
detected autoantibodies associated to SLE: 95% in SLE patients with renal involvement, 50 — 70% in SLE
patients without renal involvement and 40% in patients with inactive SLE. Anti-nDNA antibodies are rarely
found in healthy individuals ().

Menarini anti-nDNA antibodies kit was used to test 80 sera from SLE patients as well as healthy donors. The
results are described as follows

N POS NEG Sens. Spec.
SLE (systemic lupus eritematosus) 43 29 14 67% 100%
SLE without renal involvement 25 15 10 60% 100%
SLE with renal involvement 18 14 4 78% 100%
Other autoimmune diseases 20 0 20

Healthy controls 17 0 17




Clinical diagnosis should not be made on the findings of a single test result, but should integrate both clinical
and laboratory data.

NOTES
1. Avoid touching the cells fixed into the wells along the procedure.

2. Use a squeeze bottle or a pipette to wash the slides, avoiding cross-contamination among the adjacent
samples.

BIBLIOGRAPHY

1. Melnicoff MJ. Immunofluorescence Methods for Microscopic Analysis. En: Howard GC ed. Methods in
Nonradioactive Detection. Appleton & Lange, 1993.

2. Aarden LA, de Groot ER and Feltkamp TEW. Immunology of DNA Ill. Crithidia luciliae, a simlpe
substrate for the determination of anti-dsDNA with the immunofluorescence technique. Ann NY Acad
Sci 1975; 254: 505-515.

3. Stingl G et al. An Immunofluorescence Procedure for the Demonstration of Antibodies to Native,
Double-Stranded DNA and Circulating DNA-Anti-DNA Complexes. Clin Immunol and Immunopathol
1976; 6: 131-140.

4. Konstantinov KN and Russanova VR. Evidence for absence of histones in the Crithidia luciliae
kinetoplast: a study with ant-H2A and monoclonal anti-H3 antibodies. British Journal of Dermatology
1987; 117: 451-456.

5. Conrad K, SchoBler W, Hiepe F. Autoantibodies in Systemic Autoimmune Diseases. A Diagnostic
Reference. Autoantigens, autoantibodies, autoimmunity. Vol. 2. Pabst Science Publishers, 2002.
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Solo per uso in vitro nel laboratorio clinico Aa'iﬂ&!"uéﬁ's”'

USO PREVISTO
Reattivi per la determinazione qualitativa degli anticorpi anti-nDNA utilizzati nei metodi di immunofluorescenza
indiretta per la rilevazione di anticorpi nel siero umano.

PRINCIPIO DEL METODO

Gli anticorpi anti-nDNA del siero si legano al corrispondente antigene presente nella Crithidia luciliae. Una
volta legati, gli anticorpi si rivelano mediante incubazione con un anticorpo contro le immunoglobuline umane
coniugato con fluoresceina e si visualizzano in microscopia a fluorescenza'.

CONTENUTO
COD 50063 COD 50064
Vetrini 10 %6 det. 10 %12 det.
PBS (10x) 1x100 mL -
CONTROL Cont. Posit. n(DNA 1x1mL -
[ conTROL]—] | Controllo Negativo 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Vetrini coprioggetto 1x12 -
COMPOSIZIONE
SLIDE Crithidia luciliae fissate in ogni pozzetto.
PBS Fosfato di sodio 112,5 mmol/L, fosfato di potassio 30 mmoliL, cloruro sodico 1,15 mol/L, azide

di sodio 0,95 g/L, pH 7,2.
CONTROL +  Siero umano con anticorpi anti-DNA nativo (NDNA), azide di sodio 0,95 g/L.
CONTROL-  Siero umano, azide di sodio 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticorpi di capra anti-immunoglobuline IgG umane coniugati con isotiocianato di fluoresceina
(FITC), blu di Evans 0,01 g/L, azide di sodio 0,95 g/L

MOUNT Mezzo di Montaggio: Mowiol 1%, Glicerolo 87%, Tris 20 mmol/L, azide di sodio 0,95 g/L.

| sieri umani utilizzati nella preparazione del Controllo Positivo e Negativo, é negativo per I’ antigene HBs e
per gli anticorpi anti-HCV e anti-HIV. Tuttavia, iControlli vanno trattati con precauzione come potenzialmente
infettivi.

CONSERVAZIONE

Conservare a 2-8°C.

| reattivi sono stabili fino alla data di scadenza indicata sull' etichetta, purché conservati ben chiusi ed
evitandone la contaminazione durante I'uso.



Indicazioni di deterioramento:

— Componenti liquidi: Presenza di particelle, torbidita.

— Portaoggeti: Rottura della busta contenente i vetrino, difetti macroscopici come distacco o alterzioni delle
cellule.

REATTIVI AUSILIARI

PBS PBS (10x).
CONJUGATE IgG FITC/Evans.
MOUNT Mezzo di Montaggio.

CONTROL + Controllo Positivo nDNA: Siero umano con anticorpi anti-DNA nativo (nDNA), azide di sodio
095glL.

CONTROL-  Controllo Negativo.
PREPARAZIONE DEI REATTIVI
PBS: Effettuare una diluizione 1/10 del PBS con acqua distillata. Stabile 1 mese a 2-8°C, se mantenuto alla

temperatura raccomandata, ben chiuso e se si presta attenzione a evitare la contaminazione durante I'uso.

Gli altri componenti sono pronti alluso.

MATERIALI AGGIUNTIVI

— Camera umida

— Vaschetta di lavaggio

— Microscopio in fluorescenza equipaggiato con filtri di eccitazione da 495 nm e di emissione da 525 nm per
la visualizzazione del FITC.

CAMPIONI

Siero o plasma raccolti mediante procedimenti standard. Stabile una settimana a 2-8°C.

Diluire i campioni 1/10 in PBS (vedere Preparazione dei Reattivi) prima del test.

Per la titolazione di un campione positivo, realizzare diluizioni doppie in PBS a partire da 1/20.

Tuttavia, ogni laboratorio dovra predisporre un proprio esempio di diluizione sulla base delle caratteristiche

della popolazione.

PROCEDIMENTO

1. Portare i reattivi ed i campioni a temperatura ambiente.

2. Depositare una goccia (50 ul) di campione diluito o dei Controlli nei pozzetti del vetrino, procurando di
coprirlo perfettamente (Nota 1).

3. Incubare il vetrino in camera umida per 30 minuti a temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminare le gocce dei campioni inclinando il vetrino e picchiettandolo leggermente. Evitare di mescolare i
sieri.

5. Eliminare il siero rimanente nel vetrino lavandolo con PBS (vedere preparazione del Reattivo). (Nota 2).

6. Lavare il vetrino immergendolo in una vaschetta con PBS per 5 minuti. Cambiare il PBS e ripetere il
lavaggio.

7. Asciugare con cura il vetrino utilizzando la carta bibula fornita. Il substrato deve restare sempre umido.

8. Depositare una goccia di Conjugate in ogni pozzetto. Collocare il vetrino inuna camera umida e incubare
a temperatura ambiente (15-30°C) per 30 minuti.

9. Lavare (vedere punto 6) ed asciugare (vedere punto 7).

. Depositare alcune gocce di Mounting Medium sopra il vetrino e porre un coprioggetti evitando la
formazione di bolle d' aria.
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LETTURA

Esaminare il vetrino con un microscopio a fluorescenza (250-400x). Si raccomanda una lettura immediata. Per
eseguire la lettura, selezionare campi di osservazione della zona indicata nello schema, tra il centro e la
periferia del pozzetto, con distribuzione di cellule uniformi. L' intensita di fluorescenza alla periferia o al centro
del pozzetto non debe essere considerata.

pozzetto campo selezionato

La Crithidia luciliae & un emoflagellato che possiede un mitocondrio modificato, denominato kinetoplasto, che
contiene DNA a doppia elica (NDNA), non associato a istoni, e che apparentemente non presenta nessun altro
antigene. Il kinetoplasto € un organulo di aspetto tondo, di grandezza inferiore al nucleo e situato tra questi ed
il corpuscolo basale @34).

L' osservazione di fluorescenza in corrispondenza del cinetoplasto alla diluizione raccomandata indica un
risultato positivo. Il nucleo, il corpuscolo basale o il flagello possono risultare fluorescenti, ma non sono
correlati a anticorpi anti n-DNA.

| campioni positivi possono essere titolati. Si definisce titolo la pili alta diluizione che da risultato positivo.

CONTROLLO DI QUALITA’

Il Controllo Positivo (CONTROL+) e il Controllo Negativo (CONTROL-) forniti con i kits cod 50063 debbono
essere testati insieme ai campioni dei pazienti per verificare la funzionalita del procedimento.

Il Controllo Positivo (CONTROL+) deve presentare il pattern tipico, descritto sopra.

Il Controllo Negativo (CONTROL-) non deve dare luogo a nessun tipo di fluorescenza specifica.

Ogni laboratorio deve stabilire il proprio programma di Controllo di Qualita interno, cosi pure procedimenti di
correzione nel caso che i controlli non rientrino nelle tolleranze accettabili.

CARATTERISTICHE DEL TEST
Il coniugato IgG FITC/Evans & stato calibrato secondo lo standard internazionale dellOMS di
anti-immunoglobuline umane di pecora coniugate con FITC.

CARATTERISTICHE DIAGNOSTICHE

La determinazione di anticorpi anti-dsDNA in immunofluorescenza nella Crithidia luciliae ha una elevata
specificita diagnostica, e una sensibilita diagnostica moderadamente elevata per il Lupus Eritematoso
Sistemico (SLE). Questi anticorpi sono quelli pit frequentemente rilevati nel SLE: 95% in pazienti con SLE con
implicazione renale, 50 — 70% in pazienti con SLE senza implicazione renale e 40% in pazienti con SLE
inattivo. Gli anticorpi anti-dsDNA raramente si riscontrano in individui sani (5) .

Il kit di anti-nDNA Menarini & stato usato con 80 sieri di pazienti con SLE cosi come di donatori sani. | risultati
sono riportati a seguire:
N POS NEG Sens. Espec.

SLE (lupus eritematoso sistémico) 43 29 14 67% 100%
SLE senza implicazione renale 25 15 10 60% 100%
SLE con implicazione renale 18 14 4 78% 100%
Altre Malattie Autoimmuni 20 0 20

Controlli sani 17 0 17




La diagnosi clinica non deve basarsi esclusivamente sul risultato di questo test, ma deve integrare i dati clinici
e di laboratorio.

NOTE

1. Evitare di toccare le cellule del pozzetto durante tutta la prova.

2. Utilizzare una spruzzetta o pipetta per questo lavaggio, evitando la possibile contaminazione con i
campioni adiacenti.

BIBLIOGRAFIA

1. Melnicoff MJ. Immunofluorescence Methods for Microscopic Analysis. En: Howard GC ed. Methods in
Nonradioactive Detection. Appleton & Lange, 1993.

2. Aarden LA, de Groot ER and Feltkamp TEW. Immunology of DNA lIl. Crithidia luciliae, a simipe
substrate for the determination of anti-dsDNA with the immunofluorescence technique. Ann NY Acad
Sci 1975; 254: 505-515.

3. Stingl G et al. An Immunofluorescence Procedure for the Demonstration of Antibodies to Native,
Double-Stranded DNA and Circulating DNA-Anti-DNA Complexes. Clin Immunol and Immunopathol
1976; 6: 131-140.

4. Konstantinov KN and Russanova VR. Evidence for absence of histones in the Crithidia luciliae
kinetoplast: a study with ant-H2A and monoclonal anti-H3 antibodies. British Journal of Dermatology
1987; 117: 451-456.

5. Conrad K, SchoBler W, Hiepe F. Autoantibodies in Systemic Autoimmune Diseases. A Diagnostic

Reference. Autoantigens, autoantibodies, autoimmunity. Vol. 2. Pabst Science Publishers, 2002.
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USO PREVISTO

Reactivos para la determinacion cualitativa de anticuerpos anti-nDNA en suero humano mediante
inmunofluorescencia.

FUNDAMENTO DEL METODO

Los anticuerpos anti-nDNA del suero se unen a su correspondiente antigeno presente en Crithidia luciliae.
Una vez unidos, los anticuerpos se ponen de manifiesto mediante la incubacion con un anticuerpo contra las
inmunoglobulinas humanas conjugado con fluoresceina y se visualizan por microscopia de fluorescencia’.

CONTENIDO

COD 50063 COD 50064
[SUDE] | Portaobjetos 10x 6 det. 10x 12 det.
PBS (10%) 1x100mL .
CONTROL Cont. Posit. (DNA 1x1mL -
[ conTROL]=] | Control Negativo 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
[MOUNT] | Mounting Medium 1x5mL -
SLD| | Cubreobjeto 1x12 -
COMPOSICION
SLIDE Crithidia luciliae fijadas en cada pocillo.
PBS Fosfato de sodio 112,5 mmol/L, fosfato de potasio 30 mmol/L, cloruro sédico 1,15 mollL, azida

de sodio 0,95 g/L, pH 7,2.
CONTROL+  Suero humano con anticuerpos anti-DNA nativo (NDNA), azida de sodio 0,95 g/L.
CONTROL-  Suero humano, azida de sodio 0,95 g/L.
CONJUGATE Anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas IgG humanas conjugados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L, azida de sodio 0,95 g/L
MOUNT Medio de Montaje: Mowiol 1%, Glicerol 87%, Tris 20 mmol/L, azida de sodio 0,95 g/L.
Los sueros humanos utilizados en la preparacion del control negativo y el control positivo eran negativos para
el antigeno HBs y para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV. Sin embargo, los controles deben tratarse con
precaucion como potencialmente infecciosos.

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta siempre que se conserven
bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Componentes liquidos: Presencia de particulas, turbidez.



— Portaobjetos: Roturas en el sobre contenedor, defectos macroscopicos como ralladuras o despegues en
el cultivo de células.

REACTIVOS AUXILIARES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Medio de Montaje.

CONTROL+ Control Positivo nDNA: Suero humano con anticuerpos anti-DNA nativo (NDNA), azida de
sodio 0,95 g/L.

CONTROL-  Control Negativo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

PBS: Efectuar una dilucion 1/10 del PBS con agua destilada. Estable 1 mes a 2-8°C, si se conserva a la

temperatura recomendada, bien cerrado y se tiene cuidado para evitar contaminaciones durante su uso.

Los deméas componentes estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Cémara himeda

— Cubeta de lavado

— Microscopio de fluorescencia equipado con filtros de excitacién de 495 nm y de emision de 525 nm para la
visualizacion del FITC.

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Estable una semana a 2-8°C.

Diluir las muestras 1/10 en PBS (ver Preparacion de los Reactivos) antes del ensayo.

Para la titulacion de una muestra positiva, realizar diluciones dobles en PBS a partir de la 1/20.

Sin embargo, cada laboratorio deberia establecer su propio ejemplo de dilucion basado en las caracteristicas

de la poblacion.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente.

2. Depositar una gota (50 pL) de la muestra diluida o de los Controles en los pocillos del portaobjetos,
procurando cubrirlo perfectamente (Nota 1).

3. Incubar el portaobjetos en cdmara himeda durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminar las gotas de las muestras inclinando el portaobjetos y golpeandolo ligeramente. Evitar la mezcla
de sueros.

5. Eliminar el suero remanente en el portaobjetos lavandolo con PBS (ver preparacion del Reactivo).
(Nota 2).

6. Lavar el portaobjetos sumergiéndolo en una cubeta con PBS durante 5 minutos. Cambiar el PBS y repetir
el lavado.

7. Secar cuidadosamente el portaobjetos utilizando el papel secante suministrado. El sustrato debe
permanecer siempre himedo.

8. Depositar una gota de Conjugate en cada pocillo. Colocar el portaobjetos enuna cémara himeda e
incubar a temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.

9. Lavar (ver paso 6) y secar (ver paso 7).

. Depositar varias gotas de Mounting Medium sobre el portaobjetos y colocar un cubreobjetos procurando

evitar la formacion de burbujas de aire.
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LECTURA

Examinar el portaobjetos con un microscopio de fluorescencia (250-400x). Es recomendable realizar la
lectura de inmediato. Para realizar la lectura, seleccionar campos de observacion de la zona indicada en el
esquema, entre el centro y la periferia del pocillo, con distribucion de células uniformes. La intensidad de
marcaje de la periferia o del centro del pocillo no es representativa de la preparacion.

pocillo campo seleccionado

La Crithidia luciliae es un hemoflagelado que posee una mitocondria modificada, denominada
kinetoplasto, que contiene DNA de doble hélice (nDNA), no asociado a histonas, y que aparentemente no
presenta ningUn otro antigeno. El kinetoplasto es un organulo de aspecto redondeado, de tamafio inferior al
nicleo y situado entre éste y el corplisculo basal 2.34).

La observacion de marcaje fluorescente especifico en el kinetoplasto a la dilucion recomendada indica un
resultado positivo. El nucleo, el cuerpo basal o el flagelo pueden originar marcaje fluorescente pero sélo debe
considerarse la fluorescencia del kinetoplasto.

Las muestras positivas pueden titularse. Se define el titulo como la dilucion mayor que da resultado positivo.

CONTROL DE CALIDAD

El Control Positivo (CONTROL+) y el Control Negativo (CONTROL-) suministrados con los kits cod 50063 deben ser
ensayados junto con las muestras de los pacientes para verificar la funcionalidad del procedimiento de ensayo.

El Control Positivo (CONTROL+) debe proporcionar el marcaje especifico descrito en el apartado anterior.

El Control Negativo (CONTROL-) no debe proporcionar marcaje especifico alguno.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como procedimientos de
correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

El conjugado I9G FITC/Evans esta calibrado frente al Patron Internacional de la OMS de anti-
inmunoglobulinas humanas de oveja conjugadas con FITC.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

La determinacion de anticuerpos anti-dsDNA por inmunofluorescencia en Crithidia luciliae tiene una elevada
especificidad diagnéstica, y una sensibilidad diagnéstica moderadamente elevada para el Lupus Eritematoso
Sistémico (SLE). Estos anticuerpos son los mas frecuentemente detectados en SLE: 95% en pacientes con
SLE con implicacion renal, 50 — 70% en pacientes con SLE sin implicacion renal y 40% en pacientes con SLE
inactivo. Los anticuerpos anti-dsDNA raramente se encuentran en individuos sanos ©).

El kit de anti-nDNA de Menarini fue usado con 80 sueros de pacientes con SLE asi como donadores sanos.
Los resultados aparecen a continuacion:

N POS NEG Sens. Espec.

SLE (lupus eritematoso sistémico) 43 29 14 67% 100%
SLE sin implicacién renal 25 15 10 60% 100%
SLE con implicacion renal 18 14 4 78% 100%
Otras Enfermedades Autoinmunes 20 0 20

Controles sanos 17 0 17




El diagndstico clinico no debe basarse exclusivamente en el resultado de este ensayo, sino que debe integrar
los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1.

Evitar tocar las células del pocillo durante todo el procedimiento.

2. Utilizar un frasco lavador o pipeta para este lavado, evitando la posible contaminacion con las muestras
adyacentes.

BIBLIOGRAFIA

1. Melnicoff MJ. Immunofluorescence Methods for Microscopic Analysis. En: Howard GC ed. Methods in
Nonradioactive Detection. Appleton & Lange, 1993.

2. Aarden LA, de Groot ER and Feltkamp TEW. Immunology of DNA III. Crithidia luciliae, a simipe substrate
for the determination of anti-dsDNA with the immunofluorescence technique. Ann NY Acad Sci 1975; 254:
505-515.

3. Stingl G et al. An Immunofluorescence Procedure for the Demonstration of Antibodies to Native, Double-
Stranded DNA and Circulating DNA-Anti-DNA Complexes. Clin Immunol and Immunopathol 1976; 6: 131-
140.

4. Konstantinov KN and Russanova VR. Evidence for absence of histones in the Crithidia luciliae kinetoplast:
a study with ant-H2A and monoclonal anti-H3 antibodies. British Journal of Dermatology 1987; 117: 451-
456.

5. Conrad K, SchoBler W, Hiepe F. Autoantibodies in Systemic Autoimmune Diseases. A Diagnostic

Reference. Autoantigens, autoantibodies, autoimmunity. Vol. 2. Pabst Science Publishers, 2002.
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A utiliser uniquement in vitro dans les laboratoires cliniques Aa'iﬂge,!"uéﬁ's”'

USAGE PREVU
Réactifs pour la détermination qualitative anticorps anti-nDNA dans le sérum humain par immunofluorescence
indirecte.

PRINCIPE DE LA METHODE

Les anticorps anti-nDNA du sérum s'unissent aux antigénes correspondants présents chez Crithidia luciliae.
Une fois unis, les anticorps sont révélés en les incubant avec un anticorps anti-immunoglobulines humaines
conjugués a la fluorescéine et ils sont visualisés par microscopie a fluorescence.

CONTENU
COD 50063 COD 50064
E Lames 10 x 6 tests 10 x 12 tests
PBS (10%) 1x100mL .
CONTROL Contréle Positif \DNA 1x1mL -
[ conTROL]—] | Contréle Négatif 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
[MOUNT] | Mounting Medium 1x5mL -
SLD| | Couvre-lames 1x12 -
COMPOSITION
SLIDE Crithidia luciliae fixée dans chaque puits.
PBS Phosphate de sodium 112,5 mmol/L, phosphate de potassium 30 mmol/L, chlorure de sodium

1,15 mollL, azide de sodium 0,95 g/L, pH 7,2.
CONTROL + Sérum humain contenant des anticorps anti-DNA natif (NDNA), azide de sodium 0,95 g/L.
CONTROL-  Sérum humain, azide de sodium 0,95 g/L.
CONJUGATE Anticorps de chévre anti-IgG humaine conjugués a lisothiocyanate de fluorescéine (FITC),
bleu Evans 0,01 g/L, azide de sodium 0,95 g/L.
MOUNT Milieu de Montage: Mowiol 1%, Glycérol 87%, Tris 20 mmollL, azide de sodium 0,95 g/L.
Les sérums humains utilisés pour la préparation des contréles positif et négatif sont négatifs pour I'antigéne
HBs et pour les anticorps anti-HCV et anti-HIV. Cependant, les contréles doivent étre traités avec précaution
comme potentiellement infectieux.
CONSERVATION
Conserver & 2-8°C.
Les réactifs sont stables jusqu'a la date limite indiquée sur 'étiquette & condition d'étre toujours conservés bien fermés
et déviter toute contamination pendant leur utilisation.
Indications de dégradation:
- Composants liquides: Présence de particules, turbidité.



— lames: ruptures de I'emballage, défauts macroscopiques des cultures cellulaires comme des éraflures ou des
décollages de la monocouche.

REACTIFS SUPPLEMENTAIRES
PBS PBS (10x).
CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Milieu de Montage.
CONTROL+ Contréle Positif nDNA: Sérum humain contenant des anticorps anti-DNA natif (NDNA), azide

de sodium 0,95 g/L.
CONTROL-  Controle négatif.
PREPARATION DU REACTIF

PBS: Effectuer une dilution 1/10 du PBS avec de I'eau distillée. Stable 1 mois a 2-8°C, s'il est conservé a la
température recommandée, bien fermé et si des précautions sont prises pour éviter les contaminations
pendant son utilisation.

Les autres réactifs sont préts & I'emploi.

EQUIPEMENT SUPPLEMENTAIRE
— Chambre humide
— Boite de lavage

— Microscope a fluorescence équipé d'un filtre & excitation 495 nm et d'un filtre & émission a 525 nm pour la
visualisation FITC.

ECHANTILLONS

Le sérum ou le plasma est collecté par des procédures standards. Stables 1 semaine a 2-8°C.

Diluer 'échantillon au 1/10 dans du PBS (voir Préparation des Réactifs) avant le test.

Pour titrer les échantillons positifs, faire des doubles dilutions en série a partir de celle au 1/20 dans du PBS.
Toutefois, chaque laboratoire devrait établir son propre exemple de dilution basé sur les caractéristiques de la
population.

PROCEDURE

1. Placer les réactifs et les échantillons & température ambiante.

2. Déposer une goutte (50 L) de I'échantillon dilué ou du Contréle dans chaque puits de la lame, faire attention qu'il
soit complétement recouvert (Note 1).

3. Incuber la lame 30 minutes a température ambiante (15-30°C) dans une chambre humide.

4. Eliminer les gouttes d’échantillons en tapotant doucement la lame inclinée. Eviter des contaminations entre les
sérums.

5. Rincer doucement la lame avec le PBS (voir Préparation des Réactifs) (Note 2).

6. Bien laver la lame en Iimmergeant dans la boite de lavage remplie de PBS pendant 5 minutes. Changer le PBS et
répéter le lavage.

7. Sécher avec précaution les lames en utilisant le papier absorbant fourni. Garder la coupe de tissu humide pendant
la procédure.

8. Déposer 1 goutte de Conjugate dans chaque puits. Incuber la lame 30 minutes & température ambiante (15-30°C)
dans une chambre humide.

9. Laver (étape 6) et sécher (étape 7).

Déposer plusieurs gouttes de Mounting Medium sur la lame et la recouvrir avec un couvre-lame en évitant la

formation de bulles d'air.

LECTURE
Examiner la lame avec un microscope a fluorescence (250-400x). Il est recommandé de réaliser la lecture
immédiatement. Pour réaliser la lecture, sélectionner des champs d’observation dans la zone indiquée sur le

o



schéma, entre le centre et la périphérie du puits, avec une distribution uniforme des cellules. L'intensité du
marquage a la périphérie ou au centre du puits n’est pas représentative de la préparation.

puits Champs sélectionné

Crithidia luciliae est un hémoflagellé qui possede une mitochondrie modifiée appelée kinétoplaste, qui
contient un DNA double brin (nNDNA), non associés a des histones, et qui apparemment ne présente aucun
autre antigéne. Le kinétoplaste est un organelle d’aspect arrondi, de taille inférieure au noyau et situé entre le
noyau et le corps basal(234).

L'observation du marquage fluorescent spécifique dans le kinétoplaste a la dilution recommandée indique un
résultat positif. Le noyau, le corps basal ou le flagelle peuvent donner un marquage fluorescent mais seule la
fluorescence du kinétoplaste doit étre prise en compte.

Les échantillons positifs peuvent étre titrés. Le titre est défini comme la dilution la plus élevée qui donne un
résultat positif.

CONTROLE DE QUALITE

Le Contréle Positif (CONTROL+) et le Contréle Négatif (CONTROL-) fournis avec les kits cod 50063 doivent
étre testés ensemble sur des échantillons de patients afin de vérifier la performance du test.

Le Contrdle Positif (CONTROL+) doit donner les marquages spécifiques décrits ci-dessus.

Le Contrdle Négatif (CONTROL-) ne doit donner aucun marquage spécifique.

Chagque laboratoire doit établir ses propres protocoles et méthodes de Controle de Qualité interne afin
d'apporter les modifications nécessaires en cas de dépassement des tolérances.

CARACTERISTIQUES DU TEST

Le conjugué IgG FITC/Evans est calibré par rapport & 'Etalon International de 'OMS d’anti-immunoglobulines
humaines de brebis conjuguées avec FITC.

CARACTERISTIQUES DIAGNOSTIQUES

La détermination des anticorps anti-dsDNA par immunofluorescence chez Crithidia luciliae présente une
spécificité de diagnostic élevée, et une sensibilité de diagnostic modérément élevée pour le Lupus
Erythémateux Disséminé ou Systémique (SLE). Ces anticorps sont les plus fréquemment détectés dans les
cas de SLE: 95% des patients atteints de SLE avec implication rénale, 50 — 70% des patients atteints de SLE
sans implication rénale et 40% des patients atteints de SLE inactif. Les anticorps anti-dsDNA sont rarement
trouvés chez les sujets sains .

Le kit anti-nDNA de Menarini a été utilisé avec 80 sérums de patientes atteintes de SLE ainsi que des
donneurs sains. Les résultats sont donnés ci-dessous:

N POS NEG Sens. Espec.

SLE (lupus érythémateux systémique) 43 29 14 67% 100%
SLE sans implication rénale 25 15 10 60% 100%
SLE avec implication rénale 18 14 4 78% 100%
Autres maladies auto-immunes 20 0 20

Contrdles sains 17 0 17




Le diagnostic clinique ne doit pas étre basé sur un test, mais il doit intégrer les données cliniques et du
laboratoire.

NOTES

1. Eviter de toucher les cellules fixées dans les puits tout au long de la procédure.
2. Utiliser une une pipette pour laver les lames, en évitant les contaminations entre les échantillons adjacents.

BIBLIOGRAPHIE
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( ANTICORPOS ANTI-nDNA (nDNA) ]
Imunofluorescéncia Indirecta CRITHIDIA LUCILIAE E
COD 50063 20 x 12 det. | COD 50064 10 x 12 det.
$6 para uso in vitro no laboratério clinico A;,ME,!‘JQELN'
UTILIZAGAO PREVISTA

Reagentes para a determinagdo qualitativa de anticorpos anti-nDNA em soro humano pelo método de
imunofluorescéncia indirecta.
FUNDAMENTO DO METODO

Os anticorpos anti-nDNA do soro sdo unidos ao seu correspondente antigeno presente na Crithidia luciliae.
Uma vez unidos, os anticorpos manifestam-se através da incubagdo com um anticorpo contra as
imunoglobulinas humanas conjugado com fluoresceina e visualizam-se por microscopia de fluorescéncia.

CONTEUDO

COD 50063 COD 50064
[SEDE] | Laminas 10 %6 det. 10 %12 det.
PBS (10%) 1x100mL .
CONTROL Contr. Posit. nDNA 1x1mL -
[ conTROL]=] | Controlo Negativo 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
[MOUNT] | Mounting Medium 1x5mL -
SLD] | Lamelas 1x12 -
COMPOSIGAO
SLIDE Crithidia luciliae fixadas em cada pogo.
PBS Fosfato de sédio 112,5 mmol/L, fosfato de potéassio 30 mmollL, cloreto sédico 1,15 mollL,

azida de sodio 0,95 g/L, pH7,2.
CONTROL+. Soro humano com anticorpos anti-DNA nativo (nDNA), azida de sddio 0,95 g/L.
CONTROL-. Soro humano, azida de sédio 0,95 g/L.
CONJUGATE Anticorpos de cabra anti-imunoglobulinas IgG humanas conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L, azida de sédio 0,95 g/L
MOUNT Meio de Montagem: Mowiol 1%, Glicerol 87%, Tris 20 mmol/L, azida de sddio 0,95 g/L.
Os soros humanos utilizados na preparagéo do controlo negativo e o controlo positivo eram negativos para o
antigeno HBs e para os anticorpos anti-HCV e anti-HIV. Néo obstante, os controlos devem ser tratados com
precaugéao como potencialmente infecciosos.
CONSERVAGAO
Conservar a 2-8°C.
Os reagentes séo estaveis até a data de caducidade indicada na etiqueta sempre que se conservem bem
fechados e se evite a contaminagéo durante o seu uso.
Indicagdes de deterioragdo:
— Componentes liquidos: Presenga de particulas, turvagéo.



— Laminas: Roturas no pacote contentor, defeitos macroscopicos como raladuras ou descolagens no cultivo
das células.

REAGENTES AUXILIARES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE  IgG FITC/Evans.

MOUNT Meio de Montagem.

CONTROL+.  Controlo Positivo nDNA: Soro humano com anticorpos anti-DNA nativo (nDNA), azida de sodio 0,95
glL.

CONTROL-.  Controlo Negativo.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

PBS: Efetuar uma diluigdo a 1/10 do PBS com agua destilada. Estavel 1 més a 2-8°C se for conservado a
temperatura recomendada, bem fechado e tendo cuidado para evitar contaminagdes durante a sua utilizagéo.
Os outros componentes estéo prontos a utilizar.

EQUIPAMENTO ADICIONAL

— Camara hiimida

— Cuvete de lavagem

—  Microscopio de fluorescéncia equipado com filtros de excitagdo de 495 nm e de emisséo de 525 nm para
a visualizagdo do FITC.

AMOSTRAS

Soro ou plasma recolhidos através de procedimentos standard. Estavel uma semana a 2-8°C.

Diluir as amostras 1/10 em PBS (ver Preparagao dos Reagentes) antes do ensaio.

Para a titulagdo de uma amostra positiva, realizar diluigdes duplas em PBS a partir da 1/20.

No entanto, cada laboratério devera estabelecer o seu proprio exemplo de dilugdo baseado nas
caracteristicas da populagéo.
PROCEDIMENTO
. Temperar os reagentes e as amostras & temperatura ambiente.
2. Depositar uma gota (50 ulL) da amostra diluida ou dos Controlos nos pogos da I&mina, tentar cobrir
perfeitamente (Nota 1).
. Incubar a Iamina na cdmara hiimida durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-30°C).
. Eliminar as gotas das amostras inclinando a Iamina e dar golpes suavemente. Evitar a mistura de soros.
. Eliminar o soro restante na lamina lavando-a com PBS (ver preparagéo do Reagente) (Nota 2).
. Lavar a lamina submergindo-a numa cuvete com PBS durante 5 minutos. Substituir o PBS e repetir a
lavagem.
. Secar cuidadosamente a lamina utilizando o papel absorvente fornecido. El substrato deve permanecer
sempre hamido.
8. Depositar uma gota do Conjugate em cada pogo. Colocar a lmina numa camara himida e incubar a
temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.
9. Lavar (ver passo 6) e secar (ver passo 7).
10. Depositar varias gotas do Mounting Medium sobre a ldmina e colocar uma lamela evitando a formagéo de
bolhas de ar.

LEITURA

Examinar a lamina com um microscopio de fluorescéncia (250-400x). E recomendavel realizar a leitura
imediatamente. Para realizar a leitura, seleccionar campos de observagéo da zona indicada no esquema,
entre o centro e a periferia do pogo, com a distribuigdo de células uniformes. A intensidade da marcagéo da
periferia ou do centro do pogo ndo é representativa da preparagao.

o oA w
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pogo campo seleccionado

A Crithidia luciliae € um hemoflagelado que possui uma mitocondria modificada, denominada kinetoplasto,
que contém DNA de hélice dupla (nDNA), ndo associado as histonas, e que aparentemente ndo apresenta
nenhum outro antigeno. O kinetoplasto € um orgénulo de aspecto redondeado, de tamanho inferior ao nticleo
e situado entre este e o corpUsculo basal (234),

A observagdo da marcagéo fluorescente especifica no kinetoplasto a diluigdo recomendada indica um
resultado positivo. O nucleo, o corpo basal ou o flagelo podem originar uma marcagéo fluorescente, mas s6
deve ser considerada a fluorescéncia do kinetoplasto.

As amostras positivas podem ser tituladas. Define-se o titulo como a diluigéo maior que da resultado positivo.

CONTROLO DE QUALIDADE

O Controlo Positivo (CONTROL+) e o Controlo Negativo (CONTROL-) fornecidos com os kits cod 50063
devem ser ensaiados junto com as amostras dos pacientes para verificar a funcionalidade do procedimento
de ensaio.

O Controlo Positivo (CONTROL+) deve proporcionar a marcagao especifica descrita no item anterior.

0 Controlo Negativo (CONTROL-) néo deve proporcionar nenhuma marcagao especifica.

Cada laboratorio deve estabelecer o seu proprio programa de Controlo de Qualidade intema, assim como os
procedimentos de correcgdo no caso em que 0s controlos ndo cumpram com as tolerancias aceitaveis.

CARACTERISTICAS DO ENSAIO

O conjugado IgG FITC/Evans esta calibrado face ao Padréo Internacional da OMS de anti-imunoglobulinas
humanas de ovelha conjugadas com FITC.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

A determinagéo dos anticorpos anti-dsDNA por imunofluorescéncia na Crithidia luciliae tem uma elevada
especificidade diagnostica, contudo tem uma sensibilidade diagnéstica moderadamente elevada para o Lupus
Eritematoso Sistémico (SLE). Estes anticorpos s&o os que se detectam com mais frequéncia em SLE: 95%
nos pacientes com SLE com implicag&o renal; 50 — 70% nos pacientes com SLE sem implicac&o renal; e 40%
nos pacientes com SLE inactivo. Os anticorpos anti-dsDNA raramente se encontram em individuos sadios ©).

O kit de anti-nDNA da BioSystems foi usado com 80 soros de pacientes com SLE assim como em doadores
sadios. Os resultados aparecem a continuag&o:
N POS NEG Sens. Espec.

SLE (lipus eritematoso sistémico) 43 29 14 67% 100%
SLE sem implicagéo renal 25 15 10 60% 100%
SLE com implicagéo renal 18 14 4 78% 100%
Outras Doencas Auto-imunes 20 0 20
Controlos sadios 17 0 17

0O diagnéstico clinico ndo deve basear-se exclusivamente no resultado deste ensaio, sendo que deve integrar
os dados clinicos e de laboratorio.



NOTAS

1. Evitar tocar as células do pogo durante todo o procedimento.
2. Utilizar um frasco de lavagem ou uma pipeta para esta lavagem, evitando a possivel contaminagao com as
amostras adjacentes.

BIBLIOGRAFIA
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C ANTIZQMATA ANTI-nDNA (nDNA) E
Eppeoog AvooogBopioudg CRITHIDIA LUCILIAE ﬁ
Kkwd 50063 20 x 12 mpoadiopiopoi | Kkwd 50064 10 x 12 mpoadiopiopoi
— AMENARINI
Mévo yia in vitro xpfipn o€ kAIVIKS EpyaoTrpio diagnostics
POBAEMOMENH XPHZH

AvridpaoTipia yia Tov ToioTIKG Tpoadiopiopd avriowpata avri-nDNA g€ avBpwmivo opd pe Eupedo
avooopBopIapo.
APXH MEOOAOY

Ta avriowpara avri-nDNA Tou 0pol evivovTal Pe To avTiaTolxo avtiyévo Toug Tapév oe Crithidia luciliae.
Merd v évwon, Ta avriowuata ekSNAWVOVTAI PE ETTWACN ME €va avTiowpa Katé Twv avBpwmivwy
avooooaIpIvwV auleuypévo e pBopieakivn kal eival opatd dia pIKpooKoTTiag pBopiauol’.

NEPIEXOMENO

COD 50063 COD 50064
Mhakidio 10X 6 Tpo. 10x 12 Tpo.
PBS (10%) 1x100mL .
@erikog éeyyog NDNA 1x1mL -
[ CONTROLT—] | Apvnrikdg éAeyxog 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Kahupa 1x12 -
ZYNOEZH
SLIDE Crithidia luciliae o€ ka6e koIAdTNTA.
PBS Dwogopikd varpiou 1125 mmolll, wopopikd kahiou 30 mmollL, xAwpiolxo varpio

1.15 mollL, aidio varpiou 0.95 g/L, pH 7.2.
CONTROL+  AvBpwrrivog opdg pe aviowpata avti-guaikod DNA (nDNA), agidio varpiou 0.95 g/L.
CONTROL-  AvBpwrrivog opdg, agidio varpiou 0.95 g/L.
CONJUGATE Avriowpara aiyég avBpwrivng avti-avoooo@aipivng IgG ouleuypéva pe 1008eiokuavikn
@pBopieakivng (FITC), kuavé Tou Evans 0.01 g/L, agidio varpiou 0.95 g/L
MOUNT Méao (e0gng: Mowiol 1%, MAukepivn 87%, Tris 20 mmol/L, adidio varpiou 0.95 g/L.
Or avBpwmivor opoi mou xpnoiomoiBnkav oty mpoeTolpaaia Tou apvATIKoU Kai Tou BeTikou eAéyyou Arav
apvnrikoi yia 1o avriyévo HBs kai yia 1a avriowuara avri-VCH kai avri-VIH. MapdAa aurd, or éAeyxor 6a
TIPETIEI Va XpnOIIOToIoUVTal LUE TIPOOOXT TTPOS aToQuUYr EVOEXOLEVWY UOAIVOEWY.
OYAASH
®uUAagn aToug 2-8°C.
Ta avidpacTipia gival aTaBepd PéXP! TNV avaypa@opevn oty eTIKETa nuepopnvia Agng, otav guAdaaovTal
KaAd kAeiopéva kar Sev emmpoAUvVOVTaI KaTd T dIGpKeIa TG Xpriang Toug.
Evbeieig ahhoiwang:

- Yyp@ ouatarika: Epgdvion pikpoowpatidiakol uAikod, BoAepotnra.



— MNAakidio: ZXIOPEG OTN OUCKeUODia, PaKPOOKOTTIKG eAaTTpaTa OTIWG Xapdgels fi amokoAAoEIg otV
KAANIEPYEIT TWV KUTTAPWY.

BOHOHTIKA ANTIAPAZTHPIA

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Méoo evgng.

CONTROL+  ©Qetikog éAeyxog nDNA: AvBpwrrivog opdg pe avriowpara avti-gualkod DNA (nDNA), alidio
varpiou 0.95 g/L.

CONTROL~-  ApvnTikdg €Aeyx0s.

MPOETOIMAZIA ANTIAPAZTHPION

PBS: Apaiwaore 1o PBS oe avaloyia 1/10 pe ameaTaypévo vepd. X1abepd yia 1 priva o€ Beppokpaaia 2-8°C,

€pdoov QUAGOTETal OTN oUVIOTWEVN Beppokpaaia, kaAd kAeloTd, kai doBei n Géouca TTPOCOXN WOTE va

amotpaei TUOV HOAUVON KaTd T BIGPKEIa TG XPAONG.

Ta uméAoiTa oUCTATIKG TTIaPEXOVTaI £TOINA TTPOG XPAGN-

MPOZOETOZ EZOMNAIZMOZ

— Yypog B&hapog

— Kuyehida mAvong

— Mikpookdmio gBopiopol pe @iktpa Siyepng Twv 495 nm kal ékhuong Twv 525 nm yia v OTITIKA

Tapouaiaon Tou FITC.

AEI'MATA

Opog 1 TAaopa TTou GUMEYovTal pe TIG auviBeig dladikaaieg. Z1abepd pia eBdopdda aToug 2-8°C.

Apaiwote Ta Seiypara 1/10 oe PBS (BA. Mpoetoipacia Avidpaanpiwv) Tpiv amd Ty egéraan.

TMa my TiThoTroinan evog BeTikoU Seiyuartog, TpaypaToTIoIROTE apalaelg SITAEG oe PBS mavw amé 1/20.

KaBe epyaomipio 6pwg, Ba TpETel va opicel To SIkG Tou TapAdEUa apaiwang Baciopévo OTa XapAKTNPIOTIKA Tou
TAnBuopoU.

AIAAIKAZIA
1. Oépre Ta avmidpaoTipia Kai Ta deiypata ot Beppokpaaia dwyariou.

2. Pigre pia atayova (50 ul) Tou apaiwpévou deiyparog fi Twv EAEyxwv aTIg KoIAGTNTES TOU TTAAKIBioU, OKETTAZOVTAS
70 evehws (Mapartpnan 1).

3. Emwaaore 1o mAakidio ot uypo BaAapo yia 30 AeTtd o€ Beppokpaaia Swyariou (15-30°C).

4. AmoppiyTe TIG OTayOVES Twv BEIYUATWY YéEpvovTag To TTAGKIDIO Kal XTUTTIWVTaG To eAappd. ATToQUYETe TV avapign
0puV.

5. AmoppiyTe Ta umoAeippata opol amd 1o TAakidio gemAévovtag To pe PBS (BA. mpoetolpaaia AvtidpaaTnpiou).
(Maparpnan 2).

6. TAUvere To TAakidio BuBifovtdg To o¢ pia Kuwehida pe PBS yia 5 Aerrma. AMAge 1o PBS kai emavahdBare Ty
TAUO.

7. ZTEYVWOTE TIPOCEKTIKA TO TACKIBIO P TO €IBIKG aTTOpPoPnTIKG XapTi. To UTTOTPWHA TIPETTEN Va TIAPApEVE! TIAVTA
uypo.

8. Pire wia otayéva Conjugate o€ kdBe koiAoTnTa. ToTroBeMaTE T0 TTAAKIBIO O évav uypd Bahapo Kal EMwaaTe Ot
Beppokpaaia dwpariou (15-30°C) yia 30 Aetrrd.

9. MAOvere (BA. Brpa 6) kal ateyviaTe (BA. Bripa 7).

=)

. Pigre pepikég otayéveg Mounting Medium mavw ato mhakidio kai TomroBeiaTe éva kGAuppa TpoagxovTag va pn
oxnHaTioTodV QUOaAISES.



ANATNQZH

E¢eraote 10 mAakidio pe éva pikpookomo @Bopiopol  (250-400x). ZuviaTdmalr n  avéyvwon va
Tpayparotoleital apéowg. Ma va mpayparomoifoete Ty avdyvwaon, emAégre Tedia maparipnong g
TIEPIOXNG TTOU UTTOdEIKVUETAI OTO OXEDIO, PETAED TOU KEVTPOU Kal TG TEPIPEPEIQG ToU TTAaKIBioU, e Katavopn
opoIduopQuwyV Kuttdpwy. H évraon g xpwaong TG TEPIPEPEIAg 1} Tou kévpou Tou TTAAKIDiou dev Eival

€VOEIKTIKN TNG TTPOETOIY

KoI\éTnTal €miAeypévo Tredio

H Crithidia luciliae €ival éva aiyopacTiyio e TpotToToINUéVN pITOXOVOPIa, EMWVOPAJOUEVO KIVNTOTIUPHY,
Tou Tiepigel dikAwvo DNA (nDNA), un ouvdedepévo pe 10TOVES, Kal TIoU TIpo@avig dev TTapouaiader kavéva
@aMo avriyévo. O kivntomrupnv eival éva aTpoyyuAd opyavidio, pIKpoTepo o€ péyeBog amo Tov TTuprva Tou
KuTTdipou kai B¢on avapeoa oe autdv Kai 1o Baaikd ogidio (234),

H maparipnan ouykekpipévng xpwaong @BopIapol GTov KIVTOTIUPRvVa OTNV TIPOTEIVOLEVN apaiwan aTmoTeAei
£veign Betikou amoteAéaparog. O Truprivag, To Baaikd ofidio A To paaTiyio PTTopodv va TPOKAAETOUV XpWon
@BopiopoU, aAAd Ba Trpémel va AapBdvetar umoyn Hovo o pBOPICHAG TOU KIVATOTTUPAVA.

Ta Berikd amorehéauara pmopolv va TiTAotroinBolv. Qg Tithog opigetal n peyaAltepn apaiwan Tou divel
BeTik6d amotéAeopia.

MOIOTIKOZ EAEFXOZ

0 Oetikdg EAeyxog (CONTROL+) kai o ApvnTikdg EAeyxog (CONTROL-) mrou mapéxovial padi pe Ta Kit kwd 50063 Ba
Tipéel va eAéyxovTal TTapaMnAa pe Ta Seiypata Twy aoBevav yia Ty eTaAiBeuan g eykupoTnTag TG avaAuang.

0 Oerikég EAeyxog (CONTROL+) Ba Tpémel va TTapoudiddel T GUYKEKPIPEVR XPWOT TIOU TIEPIYPAPETA AVWTEPW.

O Apvnrikdg EAeyxog (CONTROL-) dev Tpérel va TTapousiader Kapia GUYKEKPINEVN Xpwon.

KaBe epyaompio Ba Tpémel va kabiepwoel To SIkd Tou OXApa eowtepikou MMoiotikoU EAéyxou, kaBig kai
€mBI0pBWTIKEG BIadIKATIES YIa TV TTEPITITWAN TTOU 01 éAeyXO!I Bev BPITKOVTaI EVIOG TWV OTTOBEKTUWV OpiuV.

ANAAYTIKA XAPAKTHPIZTIKA
To oUumhoko 19G FITC/Evans éxel petpn@ei pe paon 1o Alebvég Mpotrumo g M.O.Y. yia avBpamvn avr-
avogoapaipivn amé mpoRata auleuypévo pe FITC.

AIATNQITIKA XAPAKTHPIZTIKA

0 mpoadiopiopds avriowpdtwy avi-dsDNA dia avooogBopiopou ot Crithidia luciliae Tapouaiddel uynAn diayvwoTiki
€181KOTNTO, Kal eEAagpd uynAl dlayvwaTikA evaioBnaia yia Tov Aidxuto EpuBnparwdn Auko (SLE). Ta avriowpara
autd TTapaTnpoUvTal Mo ouyvda otov SLE: 95% Twv aoBeviv e SLE pe veppiki emimAoki, 50 — 70% Twv aoBeviv pe
SLE xwpig veppikn emmmAokr kai 40% Twv aoBeviyv pe adpavr SLE. Ta avriowuara avri-DNA oTravia cuvaviivial oe
uyir aropa ©.

To kit avri-nDNA g BioSystems xpnaipotoiiBnke e 80 opolg Taoxoviwy amd SLE, kabag kar uyiiv Swentwv. Ta
amoteAéopaTa TTapouaIAgovTal OTn CUVEEID:

OYA  GET APN Evaig6. EidIk.

SLE (diayurog epubnuarwdng Aukog) 43 29 14 67% 100%
SLE xwpic veppikrj emmAokr 25 15 10 60% 100%
SLE pe veppikrj emimAokr 18 14 4 78% 100%
Noitrég Autodvogol Nooor 20 0 20

Yyieig éAeyxor 17 0 17




H khivikiy Sidyvwon dev Ba Tpémel va Baailetal aTo amotéAeoya piag Hovo e&ETaong, aAa va OuvekTipd
1600 Ta KAIVIKG 600 Kail Ta epyaaTnpiakd dedopéva.

MAPATHPHEEIZ

1. Mnv ayyidete Ta kiTTapa TG KoIAGTNTAG KaB' 6AN T didipKela TG diadikaaiag.

2. Xpnoigoroleite @iGAn TAUONG 1 TITIETTA yia auTr TV TAUON, amo@elyovTag Ty meavi empéAuvan amod
Ta Tapakeipeva deiypara.
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C ANTI-nDNA-ANTIKORPER (nDNA) z
Indirekte Immunfluoreszenz CRITHIDIA LUCILIAE E
COD 50063 20 x 12 Bestimmungen | COD 50064 10 x 12 Bestimmungen
In-vitro-Diagnostikum fiir das Klinische Labor A;,ME,!‘JQELN'

VERWENDUNGSZWECK

Testreagenzien qualitativen zur Bestimmung von Anti-nDNA-Antikdrper in Humanserum mittels indirekter
Immunfluoreszenz verwendet werden.

METHODENPRINZIP

Anti-nDNA-Antikdrper im Serum binden an das entsprechende Antigen in Crithidia luciliae. Die gebildeten
Antigen-Antikorper-Komplexe  werden mittels  Fluorescein-markierten ~ Antikdrpern  gegen  humanes
Immunglobulin nachgewiesen und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht. !

INHALT

COD 50063 COD 50064
Objektirager 10x 6 Best. 10 12 Best.
PBS (10x) 1x100 mL -
nDNA Posit. Kontrolle 1x1mL -
[ conTROL]—] | Negative Kontrolle 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
SLD| | Deckgléschen 1x12 -
ZUSAMMENSETZUNG
SLIDE Crithidia luciliae, fixiert in jedem Feld.
PBS Sodium phosphate 112.5 mmol/L, potassium phosphate 30 mmol/L, sodium chloride 1.15 mol/L, sodium

azide0.95g/L, pH7.2.
CONTROL+  Humanserum mit anti-Native-DNA Antikérper (nDNA), Natriumazid 0.95 g/L.
CONTROL-  Humanes Serum, sodium azide 0.95 g/L.

CONJUGADO Ziege-Anti-humanes IgG Konjugat mit Fluorescein Isothiocyanate (FITC), Evans blue 0.01 g/L, sodium
azide 0.95g/L.
MOUNT Eindeckmedium: Mowiol 1%, Glycerol 87%, Tris 20 mmoliL, sodium azide 0.95 g/L.

Alle Seren humanen Ursprungs, die fiir die Herstellung von Negativ- oder Positivkontrollen benutzt wurden, sind auf
Vorhandensein von HIV Antikdrpern, HCV Antikrpern und HBs Antigen getestet worden und als negativ bewertet
worden. Dennoch sollten alle Kontrollen als potentiell infektiés behandelt werden.

LAGERUNG

Lagerung bei 2-8°C.

Die Reagenzien sind bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar, wenn sie gut verschlossen
gelagert werden und keine Verunreinigung wahrend des Gebrauchs auftritt.

Hinweise zum Nichtgebrauch:
— Flussige Bestandteile: Triibung oder Vorhandensein von Niederschlagen.



— Objekttrager: Risse in der versiegelten Verpackung, makroskopisch sichtbare Defekte in der Zellkultur wie
Kratzer oder Ablosen der Zellschicht.

ZUSATZREAGENZIEN

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Eindeckmedium.

CONTROL+ nDNA positive Kontrolle: Humanserum mit anti-Native-DNA Antikérper (nDNA), Natriumazid

095glL.
CONTROL-  Negative Kontrolle.
REAGENZIENVORBEREITUNG

PBS: Stellen Sie eine Verdiinnung der PBS 1/10 mit destilliertem Wasser her. Diese ist 1 Monat lang stabil,
falls sie immer bei 2-8°C gelagert, dicht verschlossen gehalten und wenn sorgféltig darauf geachtet wird,
jegliche Kontamination wahrend des Gebrauchs zu vermeiden.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

—  Feuchte Kammerr

—  Wasch-Kiivette

— Fir das Sichtbarmachen der FITC Markierung wird ein Fluoreszenz Mikroskop mit einem Anregungsfilter von
495 nm und einem Emissionsfilter von 525 nm bendtigt.

PROBEN

Fiir den Test kann Serum oder Plasma eingesetzt werden. Diese sollten innerhalb einer Woche verwendet werden und

bei 2-8°C gelagert werden.

Die Proben werden 1/10 in PBS (siehe Vorbereitung der Reagenzien) vorverdiinnt bevor sie in den Test eingesetzt
werden. Fir die weitere Titration positiver Proben, diese in zweifachen Verdiinnungsschritten, ausgehend von 1/20 in
PBS weiterverdinnen.

Jedes Labor muss jedoch ein eigenes Verdiinnungsverhéltnis ermitteln, das die Besonderheiten der
Bevélkerungsstruktur beriicksichtigt.

VERFAHREN

1. Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen.

2. Von den verdiinnten Proben oder Kontrollen je einen Tropfen (50 L) auf ein Feld des Objekttragers tropfen. Es ist
wichtig, dass das Feld vollstandig bedeckt ist (Anmerkung 1).

30 min in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur (15-30°C) inkubieren.
Uberschiissige Tropfen vorsichtig abschiitteln, dabei Kreuz-Kontamination der Seren vermeiden.
Den Objekttréger vorsichtig mit PBS (siehe Vorbereitung der Reagenzien) abspilen (Anmerkung 2).

Den Objekttréger in einer mit PBS gefiillten Wasch-Kiivette 5 min waschen. Das PBS wechseln und das Waschen
wiederholen.

7. Den Objekttrager mit Hife des mitgelieferten Blotting Papiers vorsichtig trocknen. Das Substrat darf nicht
austrocknen

8. Einen Tropfen von Conjugate auf jedes Feld auftragen. Den Objekttréger dann fiir 30 min bei Raumtemperatur
(15-30°C) in der Feuchtkammer inkubieren.

9. Wiederum waschen (Punkt 6) und trocknen (Punkt 7).

Einige Tropfen von Mounting Medium auf den Objekttrager geben und mit einem Deckglas abdecken, dabei das
Bilden von Luftblasen vermeiden.
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AUSWERTUNG
Werten Sie den Objekttrager unter dem Fluoreszenzmikroskop (250-400x) aus. Die besten Ergebnisse lassen
sich erzielen, wenn die Auswertung der Objekttrager sofort erfolgt. Wahlen Sie, wie in der Abbildung
angegeben, einen Ausschnitt mit gleichmaBiger Zellverteilung, der sich zwischen dem zentralen Bereich und
dem Randbereich befindet, da die Fluoreszenzintensitat in der Mitte und am Rand fiir die Préparation nicht
reprasentativ ist.

Feld Gewahlter Ausschnitt

Crithidia luciliae ist ein Hamoflagellat, der ein als Kinetoplast bezeichnetes modifiziertes Mitochondrium mit
Doppelstang-DNA (nDNA) enthalt, nicht mit Histonen assoziiert ist und offenbar kein weiteres Kernantigen
aufweist. Der Kinetoplast ist eine runde Organelle, die kleiner als der Zellkern ist und sich zwischen diesem
und dem Basalkérper befindet (234),

Zeigen die Kinetoplasten in der empfohlenen Verdiinnung eine spezifische Fluoreszenzfarbung, gilt dies als
positives Ergebnis. Der Zellkern, der Basalkorper oder das Flagellum konnen zwar ebenfalls eine
Fluoreszenzfarbung aufweisen, aber nur die Fluoreszenz des Kinetoplasten ist zu beriicksichtigen.

Positive Seren konnen austitriert werden. Der Serumtiter ist definiert als die letzte Verdiinnungsstufe, bei der
noch ein positives Ergebnis festgestellt wird.

QUALITATS KONTROLLE

Die im Testkit cod 50063 enthaltende positive (CONTROL+) und negative Kontrolle (CONTROL-) sollten zusammen mit
den Patientenseren angesetzt werden, um die Durchfiihrung als gliltig zu bezeichnen.

Die positive Kontrolle (CONTROL+) sollte die oben beschriebene spezifische Fluoreszenz liefern.

In der negativen Kontrolle (CONTROL-) sollte keine spezifische Farbung zu sehen sein.

Jedes Labor sollte sein eigenes internes Labor Qualitasschema filr die korrekte Durchfilhrung aufstellen, falls Kontrollen
nicht in der angegebenen Zeit reagieren sollten.

TEST CHARAKTERISIERUNG

Der IgG FITC/Evans Konjugat ist gegen Internationalen Muster der WHO von menschlichen Anti-immunoglobulin von
Schaf kalibriert und mit FITC-Konjugiert.

DIAGNOSTISCHE EIGENSCHAFTEN
Der Crithidia-luciliae-Immunfluoreszenztest auf Anti-nDNA-Antikorper besitzt fiir systemischen Lupus
erythematodes (SLE) zwar eine hohe diagnostische Spezifitit, aber nur eine maRige diagnostische
Sensitivitat. Anti-nDNA-Antikdrper zahlen zu den am haufigsten nachgewiesenen Autoantikérpern, die mit SLE
assoziiert sind: Sie kommen bei 95% der SLE-Patienten mit Nierenbeteiligung, bei 50 — 70% der SLE-
Patienten ohne Nierenbeteiligung und bei 40% der Patienten mit inaktivem SLE vor. Bei Gesunden werden sie
hingegen kaum gefunden.®
Der Testkit Anti-nDNA-Antikorper von BioSystems wurde mit 80 Seren von SLE-Patienten und gesunden
Spendern tiberpriift. Die Ergebnisse sind im folgenden beschrieben.

N Pos. Neg. Sens. Spez.

SLE: (systemischer Lupus erythematodes) 43 29 14 67% 100%
SLE ohne Nierenbeteiligung 25 15 10 60% 100%
SLE mit Nierenbeteiligung 18 14 4 78% 100%
Andere Autoi kheit 20 0 20

Kontrollen Gesunder 17 0 17




Die klinische Diagnose sollte nicht nur anhand eines einzigen Testergebnisses, sondern der Gesamtheit der
klinischen Befunde und Laborergebnisse gestellt werden.

ANMERKUNGEN

1.

Die fixierten Zellen auf dem Objekttrager wéhrend der Durchfiihrung nicht beriihren.

2. Beim Waschen der Objekttrager eine Spritzflasche oder eine Pipette verwenden, um Kreuzreaktionen der
benachbarten Felder zu vermeiden.
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